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［摘 要］ 目的:建立从外周血快速筛选戊型肝炎病毒(Hepatitis E virus，HEV)衣壳蛋白特异性人源抗体的方法，从疫
苗免疫者外周血中筛选出相应抗体并进行鉴定。方法:采用分选型流式细胞仪获得外周血中 HEV衣壳蛋白特异性的记忆 B
细胞，通过单细胞 ＲT-PCＲ的方法获得抗体序列，并进行重组表达，最后对获得的人源单克隆抗体进行初步性质鉴定。结果:




Screening and identification of human monoclonal antibodies to hepatitis E virus
capsid protein
ZHANG Xu ，WEN Gui-Ping，TANG Zi-Min ，WANG Si-Ling，CHEN Jia-Xin ，YING Dong ，LIU Chang，ZHENG Zi-
Zheng，XIA Ning-Shao. State Key Laboratory of Molecular Vaccinology and Molecular Diagnostics，National Institute
of Diagnostics and Vaccine Development of Infectious Diseases，School of Public Health，Xiamen University，Xiamen
361102，China
［Abstract］ Objective:To establish a method for rapidly screening human antibodies recognizing HEV capsids proteins from pe-
ripheral blood. The antibodies recognizing HEV capsids proteins were screened from the peripheral blood of vaccinator and the
properties of the antibodies were analyzed. Methods:The HEV capsids proteins specific memory B cells in peripheral blood were
obtained by flow cytometry sorting. Then antibody variable genes were acquired through single-cell ＲT-PCＲ and recombined to express
in eukaryocyte. Finally，the properties analysis of recombinant expressed human monoclonal antibodies were carried out. Ｒesults:Six hu-
manized monoclonal antibodies recognizing HEV capsids proteins were successfully obtained，and most of them had binding activity and
neutralizing activity. Conclusion:The sequence of human monoclonal antibodies recognizing HEV capsid proteins is successfully
screened and successfully expressed in the eukaryocyte. The properties of the antibodies are identified，which lay the foundation for
studying antibody evolution in the human body after vaccination.
［Key words］ Hepatitis E virus;Capsid;Human monoclonal antibody;Flow cell sorting;Single cell ＲT-PCＲ
戊型肝炎(Hepatitis E，HE)是由戊型肝炎病毒
(Hepatitis E virus，HEV)所引起的病毒性肝炎。
HEV是单股正链 ＲNA病毒，基因组全长 7. 2 kb，包
含 3 个开放阅读框(Open reading frame，OＲF) ，其中
OＲF2 编码戊型肝炎病毒唯一的衣壳蛋白，共包含
660 个氨基酸，该蛋白参与了病毒组装、免疫及病毒
细胞 相 互 作 用［1］。 OＲF2 包 含 3 个 结 构 域
(Structural domain) ，分别为 P、M、S 结构域(P
domain即等同于 E2s domain)。E2s 是宿主识别病
毒所必需的结构域，同时也含有免疫优势表位［2］。
类病毒颗粒 p239(a. a. 368-606)是本实验室对 E2s









高危人群。戊型肝炎病例的病死率约为 0. 2% ～

























1. 1. 1 实验材料 获得一例全程接种戊肝疫苗的
35 岁健康男性接种者的外周血，以及一名未接种疫
苗的且为 HEV阴性的 25 岁男性健康志愿者的外周
血，存储于抗凝管中待用。
1. 1. 2 主要试剂及耗材 戊肝疫苗 Hecolin为北
京万泰公司产品，主要成分为 p239 类病毒颗粒。常
用质粒 pTT5 购自 Invitrogen 公司。常用菌株





主要购自 Sigma 公司及北京万泰。Anti-Human IgG
(Fab specific)、羊抗人 IgG 购自 PIEＲCE 公司，4#抗
体-HＲP购自北京万泰。CD20-FITC、CD27-PE、IgG-
BV421 等荧光抗体购自 BD公司。其他常规试剂如
抗体纯化介质购自 GE公司，DNA、Protein Marker 购
自 Thermo公司，各种常规化学试剂为国产分析纯。




1. 2. 1 单细胞分选 从选出的接种志愿者和非接




分选，用 96 孔 U底细胞板进行细胞收集。
1. 2. 2 反转录 PCＲ 使用 Ｒandom Hexamers 进行
逆转录操作。按照每孔 1 μl Ｒandom Hexamers
(50 ng /μl)和 1 μl dNTPs(10 mmol /L)进行溶液配
置。每孔加入 2 μl上述溶液，65℃ 5 min，然后迅速
将 PCＲ板置于冰上 5 min;配置 cDNA合成 Mixture:
每孔加入 2 μl 10×ＲT buffer，4 μl 25 mmol /L MgCl2，
2 μl 0. 1 mol /L DTT，1 μl ＲNase OUT，1 μl
SuperScripeⅢＲT，25℃ 10 min;50℃ 60 min;85℃
5 min。逆转录结束后，将 PCＲ 板保存于－80℃冰箱。
采用的反应体系为 Temp(cDNA)2 μl，FP (10 μm)
1 μl，ＲP (10 μm)1 μl，2×HiFi PCＲ MixⅡ 20 μl，
DEPC H2O 16 μl。反应条件为 94℃ 5 min，(94℃
30 s，55℃ 30 s，72℃ 1 min)30 cycles，72℃ 7 min。
1. 2. 3 Nested-PCＲ 第一轮 PCＲ:以 2 μl cDNA 为
模版，实验过程冰上操作且整个过程需要满足
DNase ＆ ＲNAase free 条件，反应体系为 Temp
(cDNA)2 μl，FP (10 μm)2 μl，ＲP(10 μm)2 μl，
2×HiFi PCＲ MixⅡ 12. 5 μl，DEPC H2O 6. 5 μl，反应
条件为:94℃ 5 min，(94℃ 30 s，55℃ 30 s，72℃
1 min)50 cycles，72℃ 10 min;第二轮 PCＲ:以 4 μl
第一轮 PCＲ 产物为模板，再次进行 PCＲ，反应体系
为 DNA 5 μl，FP (10 μm)2 μl，ＲP(10 μm)2 μl，2×
HiFi PCＲ MixⅡ 25 μl，DEPC H2O 16 μl，反应条件
为:94℃ 5 min，(94℃ 30 s，57℃30 s，72℃45 s)50
cycles，72℃ 10 min;第二轮 PCＲ 产物取 5 μl 进行
1. 5%琼脂糖核酸电泳，判断 PCＲ 是否成功;若条带
大小正确，则电泳割胶回收。
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1. 2. 4 PCＲ产物纯化和克隆鉴定 取 2 μl 扩增产
物经 2%琼脂糖凝胶电泳检测，目的片段约 500 bp。
将余下产物用 PCＲ 产物回收试剂盒纯化，克隆至
pTT5 载体，转化 DH5α感受态细胞，涂板，每个平板
挑选 5 个菌斑进行菌液 PCＲ验证，将阳性重组质粒
摇菌，送上海生工测序。
1. 2. 5 抗体基因序列分析 将测序结果用MEGA7
读取，并将测序结果正确的序列在 IMGT 数据库中
进行重链以及轻链的家系分析。












5 000 g 离心 10 min，回收上清;用 0. 22 μm 滤器过
滤上清;使用 AKTA仪器以及 Protein A 柱子对细胞
上清进行纯化，纯化得到穿透峰和洗脱峰样品经过
沸水煮 5 min后进行 SDS-PAGE 鉴定。纯化的单克
隆抗体用 20 mmol /L PBS(pH7. 0)缓冲液透析过夜，
并分装至 1. 5 ml管中，存放于－20℃备用。
1. 2. 7 抗体结合活性测定 利用 ELISA 检测抗体
与类病毒颗粒 p239 的结合活性，通过包被 p239，制
成抗原板，随后进行酶联免疫吸附实验。在抗原板
中加入得到的抗体 0. 02 μg /μl，37℃孵育 30 min，加
入羊抗人 IgG 10 μg /孔，37℃孵育 30 min，加入显色
底物，37℃显色 15 min;终止并读取吸光度参数。根
据读值，计算其抗体与抗原的结合活性。
1. 2. 8 抗体中和活性测定 通过 p239 类病毒颗粒
HepG2 细胞吸附模型对抗体的中和能力进行评价。
在 96 孔细胞板接种 5×104 细胞 /孔，12 h 后贴壁用
于检测;抗体应用 PBS 进行两倍梯度稀释;将 PBS
缓冲液稀释的抗体和类病毒颗粒在 37℃下孵育
30 min，将混合液加入到 HepG2 细胞板中，37℃孵
育 30 min，用 PBS 清洗细胞 3 次;加入 0. 5%戊二
醛，室温，10 min，固定细胞，用 PBS 清洗细胞 3 次;
加入 4 #抗体-HＲP 10 μg /孔，37℃孵育 30 min，用
PBS清洗细胞 3次;加入显色底物，37℃显色 15 min;
终止并读取吸光度参数。
2 结果




比例为 0. 32%。从 10 ml 外周血中共分选得到 43
个单细胞，用于后续的单细胞 PCＲ。






















图 1 HEV特异记忆 B细胞群分析
Fig． 1 Analysis of HEV-specific memory B cells
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表 1 不同抗体的轻重链 VDJ基因家系分析
Tab． 1 Analysis of VDJ gene family of light and heavy chains with different antibodies，which was accessible from IMGT
ID
Heavy chain
VH DH JH CDＲ3(a. a. ) Length
Light chain
VL JL CDＲ3(a. a. ) Length
Z3G7 4-61* 01 5-12* 01 6* 03 AＲVEVSGGYEYDYYYMDV 18 3-15* 01 4* 01 QQYSDWPALT 10
Z3D7 4-61* 01 5-12* 01 6* 03 AＲVEVSGGYEYDYYYMDV 18 1-39* 01 4* 01 QQGYSTALS 9
Z5B3 1-69* 01 3-10* 01 4* 02 AＲIＲGGGVTMTSYYFDS 17 3-20* 01 4* 01 QLYGＲSPLT 9
Z4B4 1-69* 01 3-10* 01 3* 02 AＲGMSQKLWFEESDAFDI 18 1-44* 01 3* 02 AAWDDSLNGPWV 12
Z4C10 3-30* 04 2-15* 01 4* 02 AＲAＲGSCSGGSPKLISCYFDY 21 1-51* 01 3* 02 VTWDSTLWGV 10
Z4G11 4-59* 01 1-1* 01 6* 02 AＲEPYNWNDGYPYGMDV 17 4-1* 01 1* 01 QHYYSTPＲT 9
图 2 SDS-PAGE凝胶电泳分析抗体轻重链表达
Fig． 2 Antibodies were characterized using SDS-PAGE
图 3 基于 p239 类病毒颗粒对抗体反应性进行检测
Fig． 3 Ｒeactivity test of HEV-specific antibodies
量完成抗体结合活性、中和活性分析，应用悬浮细胞
293Expi对于小量表达为阳性的 6 株抗体进行大量
表达。通过 Protein A 介质对抗体进行纯化。对纯
化浓缩后的抗体进行 SDS-PAGE 鉴定，结果如图 2
所示:显示各抗体的轻重链均可很好表达，重链分子
量大小为 50 kD 左右，轻链分子量大小为 25 kD
左右。
2. 4 抗体结合活性检测 采用间接 ELISA 方法对
抗体与 p239 类病毒颗粒结合活性进行了检测，对
EC50 进行统计分析，结果如图 3 所示:Z4G11 结合
活性明显优于其他抗体，EC50 为 8. 165 ng /ml。
Z3D7、Z3G7 反应性较差，EC50 均大于 100 ng /ml。
2. 5 抗体中和活性检测 通过检测不同抗体加入
图 4 基于 p239 类病毒颗粒对抗体中和活性进行检测
Fig． 4 Neutralization test of HEV-specific antibodies
量下 p239 类病毒颗粒吸附 HepG2 细胞量的变化，
对抗体中和能力进行评价。图 4 表明除 Z3D7、
Z3G7 外，随着抗体加入量的增加 p239 吸附细胞的
量逐渐降低。其中 Z3D7 和 Z3G7 无中和能力，其他
抗体均具有中和能力，Z5B3 具有最强的中和能力。
3 讨论
本研究主要通过应用抗原特异 IgG+记忆 B 细
胞流式筛选平台，对 HEV 疫苗接种者 PBMC 中的
HEV特异 IgG+记忆 B 细胞进行分选。通过单细胞






抗体，中和能力较强的 Z5B3 以及 Z4B4 抗体重链
VH区来源于 1-69 家系，无中和能力的 Z3G7 以及
Z3D7 来源于 4-61 家系。重链 CDＲ3 区氨基酸数目
多为 17-18，其中 Z4C10 可达 21，与其他研究中的人
源抗体 CDＲ3 区氨基酸数目相类似［19］。得到 6 株
抗体中，结合能力强的都具有较强的中和能力。
本次研究制备的人源单克隆抗体具有很好的科
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